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摘要 : 采用 扩 增 片段 长 度 多 态 性 ( Amplified fragment length polymorphism, AFLP ) 技 术 , 研究 了 B 型 烟 粉 乱 Bemisia tabaci ME HE 
(thiamethoxam ) 抗 性 品系 在 DNA 分 子 水 平 上 的 遗传 分 化 。 实 验 数据 用 STATISTICA (4.5 版 本 ) 软件 进行 分 析 ， 遗 传 距离 用 
UPGMA〔 非 加 权 对 组 算术 平均 值 聚 类 ) 方法 进行 聚 类 。 在 聚 类 树 中 ， 首 先是 抗 性 个 体 与 敏感 个 体 聚 为 2 枝 , 然后 肉 、 雄 个 体 
RA 2 Be, 说 明 抗 性 品系 在 DNA 分 子 水 平 上 已 存在 明显 分 化 。 另外, 利用 EcoR | + ACT/Mse | + CTG 引物 , 分 别 在 全 部 抗 性 
个 体 中 扩 增 出 了 敏感 个 体 所 没有 的 特异 性 同一 片段 和 在 全 部 敏感 个 体 中 扩 增 出 了 抗 性 个 体 所 没有 的 特异 性 同一 片段 ,经 克 
EMF, 这 2 个 片段 分 别 是 150 bp 和 315 bp。 此 2 个 片段 ,可 作为 烟 粉 乱 抗 唑 虫 嗪 品系 和 敏感 品系 的 分 子 标 记 而 在 抗 性 监 
测 中 得 以 应 用 。 
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Genetic differentiation in the thiamethoxam-resistant strain of Bemisia tabaci B- 
biotype 
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College of Science» China Agricultural University, Beijing 100094. China: 3. Cotton Research Institute» Shanxi 
Academy of Agricultural Sciences» Yuncheng, Shanxi 044000, China) 

Abstract The genetic differentiation in the thiamethoxam-resistant strain of the B-biotype Bemisia tabaci was 
investigated by the method of AFLP marker. Then a dendrogram was constructed from the matrix of genetic distances 
using the STATISTICA software (4.5 version) and UPGMA (© Unweighted Pair-Group Method using the Arithmetic 
Averages). A significant genetic differentiation was found between the resistant and susceptive strains of Bemisia tabaci . 
Additionally: characteristic amplified DNA fragments» the fragment 150 bp for resistant strain and the fragment 315 bp for 
susceptive strain were identified using the EcoR | + ACT/Mse [ + CTG primer: which may serve to develop molecular 
detection of Bemisia tabaci resistance to thiamethoxam. 
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Wt BL Bemisia tabaci C Gennadius) 是 热带 和 亚 
热带 地 区 的 主要 害虫 之 一 , 现 已 广泛 分 布 于 世界 许 
多 国家 和 地 区 《Mound and Hasey，1978; Greathead» 
1986: Brown，1995)。 目 前 ,其 防治 主要 是 依赖 化 学 
农药 ,大 量 杀 虫 剂 的 使 用 极 易 导 致 其 抗 药性 的 产生 。 
自 Prabhaker 等 (1985) 首 次 报道 美国 加 州 3 个 烟 粉 各 
种 群 对 氯氰菊酯 产生 抗 性 以 来 , 烟 粉 虱 不 仅 对 有 机 
Be. SEK FE RS FT Ds E. 2 BB 2S RB PH AE T AN A 





程度 的 抗 药性 CDittrich et al.» 1990; Costa et al.» 
1993; Cahill et al.» 1995; Cahill et al.» 19962. 
1996c), Tfi EL ep BEER Rf] no APR AO K 27] E SET AR BE P= 
生 抗 性 的 速度 也 很 快 《Horowitz et al.» 1994; Ishaaya 
et al .» 1995; Cahill et al.,1996b，1996c)。 对 于 和 烟 粉 
剧 抗 药性 已 有 的 研究 主要 集中 在 抗 药性 的 生理 生化 
机 制 及 普通 遗传 学 方面 《Byme and Devonshire, 
1991; Wool et al.» 1993; Byrne and Devonshire; 1993, 
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1997; Elbert and Nauen» 2000: Byrne et al.» 2000: 
2003), (RADY RA KM AN A TER ^E R FE IR 
传 本 质 、 抗 性 相关 基因 的 表达 与 调控 等 分 子 水 平 上 
的 研究 。 

HERE Cthiamethoxam? 是 先 正 达 公司 于 20 1H 
纪 末 期 在 欧 亚 同步 推出 的 第 一 个 商品 化 的 硫 代 烟 碱 
类 杀 虫 剂 ， 其 作用 机 理 与 吡虫啉 . 啶 虫 胀 等 类 似 ， 
均 作 用 于 昆虫 烟 碱 样 乙酰 胆 碱 受 体 nAChR), 干扰 
EREA B] 825 [5 5? E) BÉ CMaienfisch et al.» 2001) 
1&4 ARI USE TE HR ER ZS PEREAT. 国内 外 
尚未 见 正 式 报 道 。 扩 增 片 段 长 度 多 态 性 《Amplified 
fragment length polymorphism, AFLP) 技术 是 1993 年 
FH Zabeau 和 Vos 发 明 的 基于 限制 性 片段 长 度 多 态 
性 C restriction fragment length polymorphisms, RFLP > 
和 随机 扩 增 多 态 性 DNA (Random amplified 
polymorphic DNA; RAPD) 的 一 种 DNA 分 子 遗 传 标记 
技术 , 它 集 中 了 二 者 的 优点 , 具有 快速 经济、 简便 、 
多 态 检 出 率 高 ,重复 性 好 和 结果 可 靠 等 优点 (Vos et 
al.» 1995; Mueller et al.. ，1999)， 现 已 广泛 应 用 于 
动 植物 的 遗传 多 样 性 .品种 鉴定 .基因 定位 和 遗传 作 
图 等 方面 的 研究 (Maughan et al.» 1996; Lashermes et 
al.» 1997a. 1997b; Bohn et al.» 1999; Lashermes et 
al.» 1999; 张 民 照 和 康乐 ，2002)。 本 研究 采用 
AFLP 技术 , GFL T MAD HeLa BE REE m ARTE DNA 分 
子 水 平 上 的 分 化 , EPR RR BBD LOT E HR DLZS HE 
的 产生 和 抗 性 种 群 遗 传 结构 的 变化 以 及 寻找 与 抗 性 
有 关 的 分 子 标记 ,为 从 分 子 水 平 上 阅 明 抗 性 的 分 子 
机 制 ,开发 特异 性 的 分 子 监测 技术 提供 遗传 学 依据 。 








1 材料 与 方法 


1.1 RER 

2000 年 8 月 ,在 北京 市 郊 甘 蓝田 (未 曾 施用 过 
唑 忠 嗪 ) 采 集 相 对 敏感 的 烟 粉 腹 种 群 , 以 甘蓝 为 寄主 
在 中 国 农业 科学 院 蔬 菜花 天 研究 所 试验 温室 继 代 饲 
Fo 利用 银 叶 反应 和 DNA 分 子 标 记 (CAFLP 和 
mtDNA COI 标记 ?确定 其 生物 型 为 B 型 ( 另 文 发 表 )。 
该 种 群 的 一 部 分 用 唆 虫 嗪 汰 选 , 选 择 压 为 50% ~ 
10% , 继 代 选 育 获得 抗 唑 虫 嗪 品系 CTH-R); 另 一 部 
分 不 经 任何 药剂 处 理 , 同步 隔离 饲养 , 为 本 研究 的 相 
对 敏感 品系 (TH-S)。 
1.2 生物 测定 

采用 改进 的 琼脂 保湿 浸 叶 法 CCahill et al.， 
1996d: Prabhker et al . » 1990: Dittrich et al. ,19907? 进 行 


生物 测定 。 采 摘 新 鲜 甘 蓝 叶 片 , 打 成 直 径 为 40 mm 
的 mz. 将 叶 盘 置 于 被 稀释 的 25 9% E GE 7K AT RA 
粒 剂 系列 浓度 药流 中 浸 湛 15 s， 取 出 自然 晾 干 ; 在 
直径 为 40 mm、 高 为 10 mm 的 培养 下 中 倒 入 适量 1% 
琼脂 ,将 蜡 干 的 叶 盘 转 入 培养 中。 使 用 XZ-1B 型 小 
型 真空 泵 采集 新 羽化 出 的 烟 粉 乔 成 虫 , 用 CO, RISE 
Ja eA FL, Bl 25 头 , 盖 上 血 盖 ,倒置 ;每 隔 24 
h 检查 死亡 率 ,在 解剖 镜 下 用 解剖 针 轻 触 虫 体 , Ta 
者 为 死亡 : 共 查 3 次 ,每 个 浓度 设 4 个 重复 。 所 得 结 
果 根 据 Probit 机 率 值 分 析 法 , 用 计算 机 求 出 毒 力 回 
归 方 程 和 LCoCmg/L)。 
1.3 153 58. DNA 的 提取 

选取 12 AAR, APH d ER 7 KAS 
3 fO. BURR 5 AGE ABET DNA 提取 。 提 
取 方 法 参照 Shufran 和 Whalon (1995) 的 方法 并 作 部 
分 改进 。 取 灭 菌 的 1.5 mL Eppendorf AOE, FE 
WA 1 头 在 无 菌 滤 纸 上 吸 干 酒精 的 烟 粉 乔 成 虫 : 加 
入 50 uL 预 热 的 裂解 液 C196 SDS, 10 mmol/L Tris- 
HCI pH 8.02. 25 mmol/L NaCl» 25 mmol/L EDTA): 
用 灭 菌 玻 棒 匀 浆 ，5$6% 温浴 12 h; 加 入 100 uL AK 
乙醇 ,放置 2 php， 以 12 000 r/min 离心 10 min; 加 入 
7096 乙醇 ，12 000 r/min 离心 5 min， 倒 掉 上 清 取 沉 
UE. 重复 1 Ks RT: FA 10 nL 0.1 18 TECIO mmol/L 
Tris-HCl. 1 mmol/L EDTA, pH 8.0) 稀 释 , BT - 20 
TRAE S HH. 
1.4 AFLP 分 析 

AFLP 43 f/r P 83 A IER B NEB 公司 ,T4 连接 
KSA H Promega A F), AFLP #254, 5] 4. Taq DNA X 
合 酶 及 其 他 试剂 均 购 自 上 海 生 物 工程 有 限 公 司 。 

AFLP 分 析 技 术 参 照 Zabeau 和 Vos (1993) 以 及 
Vos 等 《1995) 介绍 的 方法 ,并 加 以 改进 。 酶 切 、 连 
接 采 用 一 步 法 ,EcoR D 接头 序列 为 5'-CTCGTAGA 
CTGCGTACC-3' 和 3’-CATCTGACGCAT GGTTAA-S'; 
Mse I 接头 序列 为 5'-GACGATGAGTCC TGAG-3' 和 
3'-TACTCAGGACTCAT-S'; 预 扩 增 采 用 具有 1 个 选择 
性 碱 基 的 引物 〈 EcoRI + A/Mse 1 +C ) 对 连接 产 
物 进行 扩 增 ,选择 性 扩 增 以 预 扩 增 产物 为 模板 ,用 带 
3 个 选择 性 碱 基 的 引物 对 ( EcoR I + AAG/Mse I + 
CTG, EcoR | + ACT/Mse |]. + CTG, EcoR | + AGC/ 
Mse | + CAC 和 EcoR I + ACA/ Mse I + CAT) 进行 
339. PCR 扩 增 在 PTC-200 型 PCR 扩 增 仪 上 进行 。 
扩 增 产物 上 样 于 6% BERRA Me BRK RR, TE Bio- 
Rad Sequi-Gen GT Sequencing Cell Ekia AH 1 倍 的 
TBE 缓冲 液 、 恒 功率 为 70 W 进行 电泳 ,时 间 约 为 70 
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min， 最 后 用 银 染 法 检测 凝 胶 电 泳 效果 。 
1.5 目标 条 融 的 克隆 与 测序 

采用 DNA Fragment Quick Purification/Recover Kit 
《北京 鼎 国 生物 技术 发 展 中 心 ) 对 目标 条 带 进行 回 
收 纯化 ,并 克隆 到 pGEMT-Easy 载体 (北京 天 为 时 代 
科技 有 限 公 司 〉 上 ,然后 转化 到 大 肠 杆 菌 DHSa CIE 
京 天 为 时 代 科 技 有 限 公司 ) 中 ,挑选 阳性 克隆 进行 
测序 。 
1.6 数据 统计 分 析 

所 有 材料 在 同一 位 点 的 AFLP 谱 带 存在 时 赋值 
Al, 不 存在 时 赋值 为 0， 获得 矩阵 ,采用 
STATISTICACA.5 ARAN DAK TF ETT SR TT. OR TE BE 
AA UPGMA( 非 加 权 对 组 算术 平均 值 聚 类 ) 方 法 进 
TAE. 


2 结 采 与 分 析 


2.1 抗 性 测定 

继 代 选 育 23 代 , 获得 抗 性 品系 (TH-R)。 其 对 
ME oh de AE MUZE ROLE 1。 与 相对 敏感 品系 CTH-S》 
相 比 , 抗 性 品系 对 唑 虫 姨 的 抗 性 倍数 为 26.98 fi. 


Aa 烟 粉 乃 的 抗 性 品系 对 唑 虫 嗪 的 敏感 性 
Table 1 Susceptibility to thiamethoxam in resistant 
strain of Bemisia tabaci 


一 
aR TUUS LG, 95% RARER 抗 性 比值 
Strain De dee (mgL) 95% FL RF 
抗 性 品系 (TH-R? 
Resistant strain — 1.41 +1.46x 284.36 69.10-1 170.14 26.98 
敏感 品系 (TH-S) 


Susceptible strain — 1.89 +3.04z 10.54 9.17 - 12.11 - 
# 抗 性 比值 为 抗 性 品系 的 LEa% 与 敏感 品系 的 LCa 之 比 。 
* RF= LC of resistant strain / Lsoof susceptible strain. 
2.2 扩 增 结果 

采用 从 64 对 引物 组 合 中 租 选 出 的 4 对 引物 组 
GC EcoR | + AAG/Mse | + CTG, EcoR | + ACT/Mse 
| + CTG, EcoR | + AGC/Mse | + CAC, EcoR | + 
ACA/ Mse | + CAT ) 对 12 头 烟 粉 乱 个 体 进行 AFLP 
多 重复 分 析 。 结果 表 明 : MA LAY AFLP 指纹 图 谱 
重复 性 很 好 , 共 扩 增 出 162 Ku. SAHARA 22 
条 ,特异 性 带 为 2 条 ,标记 范围 在 100~ 600 bp 之 间 。 
且 从 银 染 图 谱 看 出 :1) 不 同 的 引物 组 合 ， 扩 增产 
物 存在 差异 ;2) 抗 性 品系 与 敏感 品系 之 间 扩 增 的 
DNA 片段 大 小 .多 少 均 有 差异 ;4《3) 敏 感 品 系 或 抗 性 
品系 内 个 体 间 也 存在 差异 (图 DD. 


1 2 3 4 5 6 7 S8 9 10 tt 12 


315 bp 


«150 bp 





图 1 由 引物 FeoRI + ACT/Me 工 +CTG 扩 增产 生 的 
AFTIP 带 型 
Fig. 1 AFLP profiles generated by primer 
EcoR I + ACT/Mse ] + CTG 
1-4: R-Fl; R-F2; R-F3; R-F4: 5-7: R-Ml; R-M2; R-M3; 
8-9: S-Fl, S-F2, S-F3; 10-12: SMI, S-M2; 
S: 敏感 品系 Susceptive strain: R: 抗 性 品系 Resistant strain: 
F: WEES Female; M: 雄性 个 导 Male; F [Al The same below. 


2.3 测序 结果 

实验 结果 发 现 ，EcoR | + ACT/Mse | + CTG 引 
物 分 别 在 全 部 抗 性 个 体 中 扩 增 出 了 敏感 个 体 所 没有 
的 特异 性 同一 片段 和 在 全 部 敏感 个 体 中 扩 增 出 了 抗 
性 个 体 所 没有 的 特异 性 同一 片段 。 经 克隆 .测序 ,此 
二 特异 性 片段 的 长 度 分 别 是 315 bp 150 bp. 
2.4 遗传 距离 与 聚 类 分 析 

根据 4 对 引物 组 合 获得 的 AFLP 数据 计算 烟 粉 
虱 个 体 间 的 遗传 距离 ,获得 矩阵 ( 表 20. Hj UPGMA 
方法 对 12 头 烟 粉 虱 个 体 进行 聚 类 分 析 , 聚 类 结果 见 
图 2。 从 中 可 以 看 出 ,12 SERATA SUP TE BIER IU 
性 和 敏感 2 枝 , 然后 又 分 别 聚 为 肉 . 雄 2 核 , 说 明 抗 
性 品系 与 敏感 品系 在 DNA. 分 子 水 平 上 已 存在 明显 
分 化 。 


3 讨论 
3.1 AFLP 标记 的 可 靠 性 


与 RFLP. RAPD 和 微 卫 星 标记 (simple sequence 
repeat, SSR) 等 相 比 ,AFLP 标 记 具 有 快速 .经 济 .重复 


6 期 张丽萍 等 : B 型 烟 粉 乱 抗 唑 虫 哄 品系 的 遗传 分 化 757 


表 2 12 头 烟 粉 剧 的 遗传 距离 矩阵 
Table 2 Genetic distance matrix of 12 individuals of Bemisia tabaci 


















































R-F1 R-F2 R-F3 R-F4 R-M1 R-M2 R-MB SF S-F2 S-F3 S-M1 S-M2 
R-F1 0.00 
R-F2 0.02 0.00 
R-F3 0.04 0.06 0.00 
R-F4 0.06 0.04 0.06 0.00 
R-M1 0.06 0.04 0.09 0.08 0.00 
R-M2 0.08 0.06 0.11 0.10 0.06 0.00 
R-M3 0.06 0.04 0.09 0.08 0.04 0.02 0.00 
S-F1 0.13 0.11 0.13 0.08 0.11 0.13 0.11 0.00 
S-F2 0.13 0.11 0.13 0.11 0.11 0.10 0.11 0.08 0.00 
S-F3 0.11 0.10 0.11 0.10 0.10 0.11 0.10 0.06 0.06 0.00 
S-MI 0.08 0.06 0.11 0.09 0.10 0.11 0.10 0.10 0.09 0.08 0.00 
S-M2 0.08 0.06 0.11 0.09 0.10 0.11 0.10 0.10 0.09 0.08 0.04 0.00 
R-F1 ， 
R-F2 
R-E3 | 
R-F4 
R-M1 : 
R-M2 
R-M3 : 
S-F1 ' 
S-F3 
S-F2 
S-M1 
S-M2 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | " " " " 
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 


图 2 烟 粉 虱 抗 性 品系 与 敏感 品系 的 UPGMA 图 


Fig. 2 The dendrogram of susceptive strain and thiamethoxam-resistant strain of Bemisia tabaci (UPGMA) 


性 好 和 结果 可 靠 等 优点 《Powell et al.» 1996: Pejic 
et al.» 1998). Cervera 等 (2000) 利 用 AFLP 技术 ,对 
RRR 3 个 种 和 9 个 参考 生物 型 进行 了 研究 。 绪 
果 表 明 : 烟 粉 剧 的 生物 型 可 以 聚 类 形成 4 个 分 文 ， 
其 间 最 小 相似 性 指数 为 0.32, 而 与 其 他 2 个 种 的 相 
似 指 数 为 0.07。 本 项 研究 中 ,使 用 4 对 引物 组 合 ,对 
12 头 烟 粉 虱 个 体 进行 了 AFLP ZER HWM, ARE 
n: BUE AFLP 指纹 图 谱 重 复 性 很 好 , 共 扩 增 出 
162 Kit, PEETA 22 条 ,特异 性 带 为 2 条 ,证 明 
T AFIP 标记 技术 应 用 于 烟 粉 虱 抗 药性 研究 的 可 靠 
性 。 
3.2. ARAME RRMA SKEMA RREA 
昆虫 抗 药性 的 产生 是 杀 虫 剂 选择 的 结果 ， 随 着 
杀 虫 剂 用 量 的 增 大 ， 选 择 压 力 不 断 提高 ， 种 群 内 与 
抗 性 有 关 的 基因 频率 也 会 越 来 越 高 ， 表 现 为 昆虫 的 
抗 药性 水 平 不 断 提高 。 本 项 研究 应 用 AFLP 技术 ， 


TE DNA A TKF LK A RIE RRITE m R 
感 品系 分 成 2 个 群体 , 说明 这 2 个 品系 的 基因 库 已 
存在 差异 。 实 验 中 ,利用 EcoRI + ACT/Mse I + 
CTG 引物 , 在 全 部 抗 性 个 体 中 扩 增 出 了 敏感 个 体 所 
没有 的 特异 性 同一 片段 (150 bp)， 而 在 全 部 敏感 个 
体 中 扩 增 出 了 抗 性 个 体毛 没有 的 特异 性 同一 片段 
(315 bp), 这 2 个 片段 可 能 作为 烟 粉 剧 唆 上 忠 嗪 抗 性 
品系 和 敏感 品系 的 分 子 标记 而 在 抗 性 监测 中 得 以 应 
用 ,但 需 进一步 研究 确定 。 

本 项 研究 利用 AFLP 分 子 标记 技术 , 首次 从 分 
子 水 平 上 研究 了 B 型 烟 粉 剧 抗 唆 虫 嗪 品系 的 遗传 
分 化 ,并 筛选 获得 了 2 个 特异 性 分 子 标 记 。 此 不 仅 
为 开发 特异 性 的 分 子 监测 技术 提供 了 遗传 学 依据 ， 
而 且 为 揭示 烟 粉 乔 的 抗 性 本 质 莫 定 了 初步 理论 基 
础 。 
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